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論 文 内 容 要 旨
グル タチ オンはグルタ ミン酸,シ ステイ ンお よびグ リシンか らなる トリペ プチ ド(γ 一GluCysGly)で,
細胞 内に最 も高濃度 に存在す る低分子 量SH化 合物である。肝臓 中のグル タチオ ン濃:度は5～10mMで あ
り,そ の一部 は血漿 中に遊離す るが血漿 中の グル タチ オン濃度 は数 μMに す ぎない。 グル タチ オ ンの生
理機能 として最 も良 く知 られているのは,薬 毒物の解毒 ・排泄促進作用であ り,あ る種 の薬毒物 は主 に肝
臓 でグルタチ オンと抱 合体 を形成 した後 に最終的 にメルカプッール酸 として尿中 に排泄 される。 また,細
胞 内の グルタチ オンはそのほ とん どが還元型(GSH)と して存在す るが,こ の還元 型 グル タチオ ンは生体
内の過酸化物 を還元 する能力 を有 してお り,こ の際 に自身は酸化 されて酸化 型 グル タチ オン(GSSG)と な
る。 グルタチ オ ンは最 も重要な生体 内抗酸化因子の一つであ り,グ ルタチ オン合成阻害剤 を投与 したマ ウ
スは様 々な酸化ス トレスに対 して非常 に高い感受性 を示す。一方,過 度の運動負荷,薬 物投与お よびウイ
ルス感染 な どによって血漿中のグル タチオ ン濃度が減少する ことが知 られてい る。 しか し,こ れ らの現象
につ いての詳細 な検討はほ とん どされてい ない。その理由の一つ に,既 存の血漿中 グル タチオ ン濃度測定
法が信頼性や再現性 に乏 しい ことを挙 げることがで きる。 そこで本研究で は,グ ル タチオ ンの ヒ ト血漿 中
濃度 をよ り正確 に測定す るための高精度測定法の確率 を目指 した。
1.遊 離型総 グルタチオン(GSH+GSSG)定 量法の検討
生体防御薬学分 野では既 に,SH基 に特異 的な蛍光誘導体化 試薬 であるammonium7一 伽orobenzo-2-oxa-1,
3-diazole-4-sulfonate(SBD-F)を 用いた単 一溶媒高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)法 による尿 中グルタ
チオ ン濃度測定法 を確率 している。SBD-FはSH基 に対 す る特 異性 が非常 に高 く,SH化 合物 と反応 して
安定 な蛍光誘導体 を生 じる。 そこで,こ の方法 を血漿 中グル タチ オ ン濃度測定 に適用す るこ ととし,ヒ ト
血漿 を用いて誘導体化反応等 の条件検討 を詳細 に行 った。 その結果,反 応効率の高い誘導体化法 と分析 時
間約10分 とい う単一溶媒HPLCに よる分離法 を組 み合 わせ た定量法 を確立 する ことがで きた。 なお,1血
漿 中には還元型の グル タチオ ンとともに少量 の酸化型 グル タチ オ ンが存在する といわれているが,血 漿 中
のグル タチオ ンは空気酸化 に よって酸化型 グル タチオ ンにな りやす く,こ の反応 は採取 した血液か ら血漿
を分離す る操作 によって も進行す る。 そこで本法では,よ り正確 な測定値 を得 るために,血 漿 中の遊離型
グル タチオ ンを還元剤 に よって全 て還元 型 とした後 にSBD-Fと 反応 させ て,遊 離 型維 グル タチ オン濃度
として定量 した。本法 を用いて測定 した健常 な日本人男性 の血漿中 グル タチオ ン濃度 は約5.3μMで あ り,
近年報告 された海外 の測定値 に比べ る と少 し高い値 となった。
2.蛋 白質結合型グルタチオン定量法の検討
上記の検討において,採 取血液から分離 して得た血漿の室温放置による遊離型総グルタチオン濃度の顕
著な経時的減少が認められたが,こ れは血漿を直ちに酸処理することにより防ぐことができた。 しか し,
実際の採血現場で血漿分離 と酸処理までの操作 を各サ ンプル毎に瞬時に行 うことは不訂能に近い。 したが
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って,血 漿中の グル タチオ ン濃度 を正確 に測定す るためには,採 血時か らのグルタチ オン濃度の減少 を防
ぐ方法の開発 が必要 である。 ヒ トか ら採取 した血漿 中の還元型 グル タチオ ン濃度が経時的 に減少す る理 由
として,最 も重要なのは上述 した ように還元型 グルタチ オンの酸化 による酸化型 グル タチオ ンの生成 であ
る。 しか し,本 研究で は総 グル タチオン(GSH+GSSG)濃 度 を測定 した ことか ら,酸 化型 グル タチオ ンの
生成はほ とん ど寄与 してい ない と考え られる。 その他の可能性 として,蛋 白質結合型 グル タチオ ンの生成
を考 える ことがで きる。そ こで血漿 中の蛋 白質結合型 グル タチオ ン定量法 の確率 を試 みた。その結果,蛋
白質結 合型 グル タチ オ ンを トリクロロ酢酸(TCA)を 沈殿 させて遊離型 グルタチ オンと分離 し,可 溶化後
に還元剤処理 に よってグル タチオ ンを蛋 白質か ら遊離 させ た後 に,SBD-Fと 反応 させ る とい う方法 によ り,
効率良 く蛋 白質結合型 グルタチ オンを定量 で きる方法 を確率す ることがで きた。本法 は同一サ ンプルの遊
離型 と蛋 白質結合型 の総 グル タチオ ン濃度 を同時 に測定 で き,さ らに,グ ル タチ オンの他 にシス テイ ン,
ホモ システ インお よびシス テイニルグ リシ ンも測定で きることか ら,簡 便かつ信頼性 の高 い血漿 中SH化
合物定量法 として有用 と思 われる。
この方法 を用 いて血漿 を室温放 置 した祭 の蛋 白結合型 グル タチオ ン濃度 の変動 を検 討 した ところ,蛋 白
質結合型 グルタチ オン濃度 の経時 的な上昇はほ とん ど観察 され なか った。
3.血 漿中のグルタチオン濃度 の減少 と γ一GTPの 関係
血漿 を室温放置 した際 に認めれ る遊離 型総 グル タチ オ ン濃度の経時的な減少 に蛋 白質結合型 グル タチオ
ンの生成はほ とん ど関与 しないことが判 明 した。 ヒ ト血漿 中にはグルタチ オンの分解酵素 γ一GTPが 存 在
してV}る 。 これ まで,血 漿 中の γ一GTPは 量的 に少 な く,採 血後の グル タチオ ン濃度 の減少 にはほとん ど
関与 しない と考 えられて きた。 しか し,血 漿 中 γ一GTP活 性 が33お よび597units/Lと 大 き く異 なる2名 の
成人男子血漿 をそれぞれ室温で放置 し,血 漿 中 グル タチオ ン濃度の変化 を測定 した ところ γ一GTp活 性 が
高 い試料 は低 い試料 に比べ,グ ル タチオ ン濃度 の減 少速度が著 し く速い ことが判 明 した。そ こで血漿 に
γ一GTP阻 害剤(AT125)を 添加 して室温 放置 した ところ,血 漿 中グル タチオ ン濃度 の減少 がほ とん ど認
め られ な くな った。 したが って血漿分離後の グル タチ オン濃度減少 は主 に γ一GTPに よる分解が原 因であ
り,γ 一GTP阻 害剤存在下での採血が グル タチオ ン濃度の高精 度測定 を可能 にする もの と考 え られ る。
この結果か ら,体 内で も血漿 中のグル タチ オンの一部が γ一GTPに よって分解 されている可能性が考 え
られ る。そ こでAT125存 在 下で ヒ ト血液 を採取 した後 に血漿 を分離 して,血 漿 中の γ一GTp活 性 とグルタ
チ オン濃度 との関係 を調べ た。その結果,γ 一GTP活 性が顕著 に高い例 を除いて両者に相 関は認 め られず,






果,血 漿 中グルタチ オン濃 度の上昇 はほ とんど認め られなか った。 グル タチ オンはその ままでは胃や腸か
らほ とん ど吸収 されない ことが動物実験で明 らか にされている ことか らヒ トで もグル タチオ ンの内服 は意
味が ない もの と思われる。 さらに,グ ルタチ オン製剤 を,静 脈 内に投与 したところ血漿 中グル タチ オン濃
度 は注射 後1～2分 で最高値 に達 し,半 減期 は約2分 であった。 また グル タチ オ ン製剤 を点滴で25分 か
けて継続 的 に投 与 した場合 において も,投 与開始5～10分 後 に最高値 に達 した後 に減少 した。血 漿中の
グル タチオ ン濃 度はあ る一定 の値 を超 えない ように調節 されている可能性 も否定 で きない。何 れに しろ,
グルタチ オン製剤 を適切 に使用す るため には,血 漿 中 グル タチオン濃度 との関係 をより詳細 に検討す る必
要があ ると思 われる。
本研究で確立 されたグルタチオン測定法は,採 血後のグルタチオン濃度の減少を抑制することができ,




審 査 結 果 の 要 旨
主要な生体 内抗酸化 因子の一つであるグル タチ オ ン(γ 一GluCysGly)は 全 ての臓器 で合成 されるが,肝
臓 中での合成量が最 も多 く,そ の一部 は血漿 中に遊 離す る。過度 の運動負荷,薬 物投与 お よびウイルス感
染 な どによって血漿 中の グル タチオ ン濃度が減少する ことが知 られてい るが,こ れ らの現象 につ いて詳細
に検討す るため には,信 頼性 や再現性の高い血漿 中 グル タチオ ン濃度測定法が要求 される。 そこで本研究
は,グ ルタチ オンの ヒ ト血漿 中濃度 をより正確 に測定するための高精度測定法 の確立 を目的 と した。
血漿 中には還元 型 のグル タチ オン(GSH)と ともに少量 の酸化 型 グル タチオ ン(GSSG)が 存在す るが,
本研究 では,ま ず,血 漿 中の遊離型総 グルタチオ ン(GSH+GSSG)濃 度 の定量法 の確立 を試み た。 その
結果,SH基 に特異的 な蛍光誘導体 化試薬 であるammonium4-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-7-sulfonate(SBD-
F)を 用いた単一溶媒高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)に よる簡便 な遊離型総 グル タチオ ン濃度定量
法 を確立す ることに成功 した。本検討 において,採 取血液か ら分離 して得 た血漿 の室温放置 による遊離型
総 グルタチ オン濃度の顕著 な経時的減少が認 め られたが,こ れ は血漿 を直ち に酸処理す るこ とによ り防 ぐ
こ とがで きた。 しか し,実 際 の採血現場 で血漿分離 と酸処理 までの操作 を各サ ンプル毎 に瞬時 に行 うこ と
は不可能であ り,採 血 時か らのグル タチオ ン濃度 の減少 を防 ぐ方法の開発 が必要 である。血漿 中のグルタ
チ オ ン濃度が室温放 置に よって減少す る理 由 として,蛋 白質結合型 グル タチオ ンの生成 を考 えるこ とがで
きる。そ こで血 漿中の蛋白質結合型 グル タチオ ン定量法 を確立 し,こ の方法 を用 いて血漿 を室温放置 した
際の蛋 白結合型 グル タチオ ン濃度の変動 を検討 した ところ,蛋 白質結合型 グル タチオ ン濃度の経時的 な上
昇 はほ とん ど観 察 され なかった。一方,ヒ ト血漿 中にはグル タチオ ン分解酵素(γ 一GTP)が 存在 してい
る。 これまで,1血.漿 中の γ一GTPは 量 的 に少 な く,採 血後 の グル タチ オン濃度の減少 にはほ とん ど関与 し
ない と考 え られて きた。 しか し,本 研 究 によってγ一GTP阻 害剤(AT125)の 添加が血漿 中グル タチ オ ン
濃度 の減少 を非常 に効率 良 く抑 制す るこ とが 明 らか とな った。 したが って γ一GTP阻 害剤存在 下で採 血 を
行 えば,血 漿 中 グル タチオ ン濃度の減少 を防 ぐことが で き,よ り正確 なグル タチオ ン濃度 の測定が可能 と
なる。
本論文は血漿 中の グル タチオ ン濃度 をこれ までにない高 い精度で定量可能な新 しい測定法 を開発 した も
のであ り,そ の学術 的価値 は極めて高い。 よって,本 論文 は博士(医 療薬 学)の 学位論文 として合格 と認
め る。
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